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glykano-Hydrolasen am physiologischen Mucopoly-
saccharid-Stoffwechsel des Tumors möglich, wobei die
simultane oder successive Aktion von mindestens drei
(Hyaluronatglykanohydrolase, /?-Glucuronidase, N-Ace-
tyl-j8-glucosaminidase) wahrscheinlich jedoch mehr Gly-
kosidasen notwendig ist. Hierfür spricht auch die Be-
obachtung, daß für die jS-Glucuronidase die höchste
Aktivität im mucopolysaccharidreichen Randgebiet des
Tumors gefunden wurde (19) und daß neben der ß-
Glucuronidase auch andere Glykosidasen im Tumor-
gewebe nachgewiesen wurden, wie ein die Viskosität
von Hyaluronat reduzierendes Prinzip aus Rous-Sarkom
(2) und ein Hyaluronat-hydrolysierendes Enzym sowie
eine ß-Glucosaminidase1) aus Asciteszellen (20). Zum
anderen lassen die hohen im Walker-Carcino-Sarkom ge-
fundenen Enzymaktivitäten daran denken, daß die en-
zymatische Hydrolyse der Mucopolysaccharide des be-
nachbarten Bindegewebes des Wirtsorganismus das in-
filtrative expansive Wachstum des Tumors erleichtert,
der Tumor also die ebenfalls mucopolysaccharidreiche
bindegewebige Abwehrzone des Wirtsorganismus enzy-
matisch durchbricht.
Die Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft und
den Fonds der Chemischen Industrie in dankenswerter Weise
unterstützt. Für die Durchführung eines Teils der enzymatischen
Aktivitätsbestimmungen danken wir den Herren O. HOEFELE,
G. REICH und Dr. U. STEIN.
*) In Asciteszellhomogenaten fanden wir eine N-Acetyl-/?-giucos-
aminidase, die nach Reinigung durch Ammoniumsulfatfällung und
Chromatographie in einer spezifischen Aktivität von 0,093 U/mg
Protein erhalten werden konnte.
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Reaktionskinetisch unterscheidet sich die Hitzefällung und Hitzedenäturierung des im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten Bence-Jones-Proteins („BJP-R") nicht von der änderer Eiweißkörper. Eine Dissoziation des BJP-R konnte
bei einer lonenstärke = 0,1 weder nach dem Erhitzen auf 90—100° noch bei pH-Werten zwischen 2 und 10
nachgewiesen werden. Bei geringerer lonenstärke ( = 0,01) findet man bei pH-Werten unter 4 und über 9 eine
Abnahme der Sedimentationskonstanten und eine Verzögerung bei der Gelfiltration. Beide Erscheinungen könnten
jedoch auch durch den Ladungsefiekt ohne Dissoziation erklärt werden. Da auch beim Ovalbumin die Hitzelöslich-
keit mit steigender Temperatur über 100° zunimmt, muß eine Dissoziation der Bence-Jones-Proteine nicht die Vor-
aussetzung für die Hitzelöslichkeit sein.
Bence-Jones protein („BJP-R") does not differ from other proteins in its kinetics of heat precipitation and heat
denaturation. At an ionic strength = 0.1, dissociation of BJP-R could not be detected either after heating to
90—100°, or at pH values between 2 and 10. At lower ionic strength ( = 0.01), below pH 4 and above pH 9, there
is a decrease in the sedimentation constant and a retardation in gel filtration. Both effects, however, could be ex-
plained by changes in electrical charge, without dissociation. Since the temperature solubility of ovalbumin also
increases with temperature above 100°, dissociation of Bence-Jones proteins need not be a requirement for heat
solubility.
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Im Hinblick auf die enge Beziehung der Bence-Jones-
Proteine (BJP) zu den Immunoglobulinen ist die Frage
von besonderem Interesse, ob das eigenartige thermische
Verhalten dieser Paraproteine tatsächlich nur auf ihre
leichte Spaltbarkeit oder doch auf gewisse Eigenarten
ihrer Tertiärstruktur zurückzuführen ist. Die ver-
schiedenen Antikörper besitzen bei sicher nur geringen,
wenn überhaupt vorhandenen Unterschieden in der
quantitativen Zusammensetzung besondere Oberflächen-
strukturen, die es ihnen ermöglichen, sich mit den Anti-
genen reversibel zu verbinden. Der Beginn der Hitze-
präzipitation von BJP bei Temperaturen ab 45°, die
Auflösung des Niederschlages bei Temperaturen über
90°, die leichte „Renaturierbarkeit" des hier unter-
suchten BJP-R könnten in irgendeinem Zusammenhang
mit der Konfiguration der Immunoglobuline stehen.
Unterstützt wird diese Annahme durch die Tatsache, daß
die aus 7 s-Globulinen gewonnenen Bruchstücke das
gleiche thermische Verhalten zeigen wie die BJP (1). Die
bisher von F. W. PUTNAM (2) und dann auch von anderen
Autoren (3, 4) untersuchten BJP zeigten alle in der Hitze
eine Dissoziation in kleinere Bruchstücke, was zur Er-
klärung der Hitzelöslichkeit herangezogen wurde.
Weitere Versuche von PUTNAM (5) ergaben, daß viele
BJP bei pH-Werten unter 4 eine Erniedrigung der
Sedimentationskonstante zeigen, woraus ebenfalls auf
einen Zerfall in Bruchstücke geschlossen werden kann.
Es sollte nun untersucht werden, ob sich die Hitze-
präzipitationen des BJP-R reaktionskinetisch von der
Hitzefällung anderer Proteine wesentlich unterscheidet,
ob dieses Paraprotein die gleiche Dissoziierbarkeit zeigt
wie die bisher untersuchten BJP und unter welchen Be-
dingungen sich das einmal denaturierte und gefällte
Protein wieder bleibend in Lösung bringen läßt, also
anscheinend „renaturiert". Die Eigenschaften dieses als
„renaturiert" bezeichneten BJP sollten mit denen des
nativen verglichen werden.
Methodik
Kristallisierfes Bence-Jones-Protein: Nach seiner Herkunft wurde es
mit dem Buchstaben R bezeichnet („BJP-R") (6). Die Einheitlich-
keit wurde durch Elektrophorese bei verschiedenen pH-Werten,
durch Analyse in der Ultrazentrifuge, durch Chromatographie auf
DEAE- und CM-Cellulose und durch Gelfiltration auf Sephadex
G 75 bewiesen.
Kristallisiertes Ovalbumin\ wurde nach SORENSEN und HOYRUP (7)
dargestellt.
Bestimmung der Proteinkon^entration
\ mg BJP-R/m/ hat bei einer Schichtdicke von l cm und bei
280 \ eine Extinktion von 1,424 ± 0,004. Die Eichung basiert
auf der Bestimmung des Trockengewichtes des Eiweißkörpers bei
105°.
Standardbedingnngen für die Hit^efällttng
0,2 g Protein werden in einer 0,02 M Pufferlösung (Acetat, Phos-
phat, Citrat oder Michaelis) gelöst, die mit Nätriumchlorid auf eine
lonenstärke von = 0,1 gebracht wird. Die Konzentration der
Proteinlösung beträgt 0,2 g/100 m/Lösung. Wenn nicht anders an-
gegeben, werden jeweils 5 m/ der Eiweißlösung 15 Min. auf der
gewünschten Temperatur gehalten, rasch abgekühlt und bei





Gerät zur Filtration bei Temperaturen über 100°
Die Bestimmung der Hitzelöslichkeit bei Temperaturen über 100°
erfolgt in einem 10 cm langen, l cm breiten Glasrohr, das in der
Mitte durch eine Glasfritte G 2 geteilt ist (Abb. 1). Die eine Hälfte
ist mit einer Asbestschnur umwickelt. In diese Hälfte wird die
Eiweißlösung so eingefüllt, daß sie die Fritte nicht benetzt. Dann
werden die Öffnungen des Rohres verschmolzen und das ganze
Rohr 15 Min. waagrecht in einem Ölbad auf der Versuchstempe-
ratur gehalten. Anschließend wird das Rohr aus dem Ölbad ge-
nommen und sofort in die vertikale Lage gekippt. Auf diese Weise
wird die Lösung durch die Glasf ritte gesaugt und vom Niederschlag
abfiltriert. Durch Zusatz von Natronlauge wird der beim Ab-
kühlen entstehende Niederschlag gelöst und die Proteinkonzen-
tration photometrisch bestimmt.
Die Ladüngszahl des BJP-R wird so bestimmt, daß die ausgiebig
gegen aqua dest. dialysierte Eiweißlösung schrittweise mit 0,1 N
Salzsäure versetzt wird. Aus der zugesetzten Menge an Säure und
dem jeweiligen pH-Wert läßt sich die Ladungszahl, d. h. die An-
zahl von Ladungen pro Molekül, berechnen.
Die Sedimentationskonstante wird in einer luftgetriebenen Ultra-
zentrifuge Type U 50 L der Fa. Phywe, Göttingen, bei 50000 U./
Min. bestimmt. Die Beobachtung des Sedimentationsvorganges
erfolgt mit einer Schrägoptik nach Pbilpöt-Svensson.
Die Diffusionskonstante wird in der Unterschichtungszelle der
Diffusionseinrichtung zur Phywe-Ultrazentrifuge bestimmt.
Das partielle spezifische Volumen wird mit Hilfe von Präzisions-
pyknometern von 10 bzw. 3 m/ Fassungsvermögen ermittelt (8).
Ergebnisse
Reaktionskinetik der Hit^eprä^ipitation
Für die folgenden Untersuchungen war es zunächst
zweckmäßig zu ermitteln, inwiefern eine nicht zur Fäl-
lung führende Denaturierung reversibel ist. Eine aufn
pH 9,1 gebrachte BJP-R-Lösüng zeigte beim Erhitzen
keine Fällung. Durch Einpipettieren dieser erhitzten
Lösung in einen Fällungspuffer (0,1 M Acetatpuffer
pH 4,6; l M an Natriumchlorid) kam es zur Präzipitation.
Wie Abbildung 2 zeigt, lag die optimale Versuchs-
temperatur zur Ermittlung der Reversibilität zwischen
80° und 90°. Die Proteinlösung in einem Borat-Phosphat-
Puffer von pH 9,1 wurde 15 Min. auf 80° erhitzt und an-
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Abb. 2
Prozent denaturiertes bzw. fällbares BJP-R in Abhängigkeit von
der Temperatur (pH = 9,1)
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Abb. 3
Fällbarkeit des bei pH 9,1 hitzedenaturierten BJP-R in Abhängig-
keit von der Aufbewahrungszeit bei Zimmertemperatur
genauen Zeitabständen wurde jeweils l m/dieser Lösung
in 5 ml Fällungspuffer pipettiert und der Niederschlag
abzentrifugiert.
Die Abbildung 3 zeigt die gefällte Proteinmenge, auf-
getragen gegen die Aufbewahrungszeit bei 20°. Ein
Teil der denaturierten BJP-R-Lösung würde 8 Wochen
bei Zimmertemperatur stehengelassen; es ließen sich
nach dieser Zeit unter den gegebenen Bedingungen nur
etwa 4% fällen. Die Versuche zeigten, daß die Dena-
turierung an und für sich reversibel ist, daß aber inner-
halb der Versuchszeit von etwa l Stunde keine nennens-
werte „Renaturierung" eintritt. Dies konnte auch durch
einen zweiten Versuch gezeigt werden. Aus einer unter
Standardbedingungen bei pH 4,6 auf 60° erhitzten
BJP-R-Lösung fielen 93% des Proteins aus. Kühlte man
diese Lösung mit dem Niederschlag auf 53° ab und ließ
sie bei dieser Temperatur mehrere Stunden stehen, so
nahm die Niederschlagsmenge nur auf 88% ab. Bei 53°
fand man jedoch unter Standafdbedingungen eine
67-proz. Fällung. Innerhalb einer Versuchsdauer von
7 Stdn. kam es also zu keiner Einstellung des Gleich-
gewichtes; die Niederschlagsmenge nahm nur wenig
ab.
Daß die durch Hitze eintretende Proteindenaturierung
und Enzyminaktivierung Reaktionen erster Ordnung
sind, wurde an vielen Beispielen gezeigt (9,10), obwohl
oft beträchtliche Abweichungen von den für Reaktionen
erster Ordnung charakteristischen Konstanten auftreten
(11). Auch die Hitzepräzipitation des BJP-R zeigte die
Kriterien einer Reaktion erster Ordnung. Die Ge-
schwindigkeit der Hitzefällung, ausgedrückt als pro-
zentuale Änderung der Eiweißkonzentration, ist nämlich
unabhängig von der Konzentration der Lösung. In
Abbildung 4 würde die Menge des bei pH 4,6 unter
Standardbedingungen bei 53,0° bzw. 60,1° aus 0,2-proz.
und 0,1-proz. Lösung gefällten Proteins in Abhängigkeit
von der Zeit aufgetragen.
Zur Ermittlung der Reaktionsordnung n und Ge-
schwindigkeitskonstanten k wurden Hitzefällungen bei
53,0°, 54,0°, 56,3° und 60,1° bei pH 4,6 unter Standard-
bedingungen durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden
50 ml Acetatpuffer pH 4,6 auf die gewünschte Tempera-
tur erwärmt. Nach Erreichung der Temperatur wurden
2 m/ konzentrierter vorgewärmter BJP-R-Lösung ein-












Prozent gefälltes BJP-R in Abhängigkeit von der Erhitzungsdauer
bei zwei Temperaturen und Konzentrationen; (pH = 4,6)
die Zeitmessung. Die Eiweißkonzentration und die
Pufferlösung wurden so gewählt, daß nach dem Mischen
die Standardbedingungen in bezug auf beide Konzen-
trationen gegeben waren. In angepaßten Zeitabständen
wurden 4 ml des Reaktionsgemisches in eisgekühlte Zen-
trifugengläser pipettiert. Nach halbstündigem Stehen
bei 0° wurde der Niederschlag abzentrifugiert und in der
überstehenden Lösung die Eiweißkonzentration photo-
metrisch bestimmt.
In Abbildung 5 ist die Menge des präzipitierten BJP als
Bruchteil der Ausgangskonzentration in Abhängigkeit
von der Erhitzungsdauer für die vier Temperaturen
wiedergegeben.
Behandelt man die Versuchsdaten der Abbildung 5 in der Art, daß
man den allgemeinen Zusammenhang zwischen Geschwindigkeit v
und Konzentration c — nämlich v = kcn — zur Bestimmung der Re-
aktionsordnung n verwendet, so müssen die Kurven in Abbildung 5
differenziert werden. Trägt man in einem Diagramm log v gegen
log c auf, so erhält man für alle 4 Temperaturen eine Gerade. Die
Steigung der Geraden ergibt die Reaktionsordnung n:
53,0° n = 1,53 56,3° n = 1,01
54,0° n = 1,06 60,1° n = 1,25
Die Geschwindigkeit der Hitzefällung ist proportional der Diffe-
renz zwischen Eiweißkonzentration zur Versuchszeit und der in
Lösung befindlichen Eiweißmenge nach Einstellung des Gleich-
gewichtes, d. h. bei maximaler Fällung (bei gegebener Temperatur).
= Menge des gefällten Proteins in % zur Zeit t;









Prozent gefälltes BJP-R in Abhängigkeit von der Erhitzungsdauer
bei vier verschiedenen Temperaturen (pH = 4,6)
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a = Konzentration des löslichen Proteins zur Zeit t in % der ur-
sprünglichen Konzentration; a = 100 — x;
ae = Gleichgewichtskonzentration des in Lösung befindlichen
Proteins in % der ursprünglichen Konzentration; ae =
100 — Xmax
Trägt man nun log (xmax —x) gegen die Zeit auf, so liegen die
Punkte für eine gegebene Temperatur weitgehend auf einer Ge-
raden (Abb. 6). Die Geschwindigkeitskonstante für eine bestimmte
Temperatur erhält man aus der Steigung der Geraden:
, — 2,3 log (xraax — x) — 2,3 log (a — ae)
Trägt man die für die vier verschiedenen Temperaturen gefundenen
In k Werte gegen l/T auf, so erhält man eine Gerade (Abb. 7).
53,0°
5 70 75 20 25
Fällungszeit in Min.
Abb. 6
log (xmax—x) aufgetragen gegen die Dauer des Erhitzens
l l l l l l l l l l ^
3,00 3,01 3,02 3,03 3,0 3f05 3,06 3,07 3,OB 3,03 3,10
7/7*70*
Abb. 7
Logarithmus der Geschwindigkeitskonstanten gegen den reziproken
Wert der absoluten Temperatur
Die Steigung dieser Geraden ist nach der Gleichung von Arrhenius
E
Ink = A — -=r= gleich—E/R. Daraus kann die Aktivierungsenergie
für die Hitzefällung berechnet werden:
— 2,3 log k
E = AI/T 124000 cal
Nach EYRING (12) ist nicht die Aktivierungsenergie E sondern die
Änderung der freien Energie A F für die Geschwindigkeit der
Penaturierung maßgebend. Nach seiner „theory of absolute reaction
rate" ist
>-£,.· RT
K = £o/tzmannsche Konstante; h = -P/*w>fcsches Wirkungsquantum
Daraus läßt sich die Änderung der freien Energie A F für die Akti-
vierungsreaktion (nativ -> aktivierter Zustand) berechnen:
+ In T — Ink]
Entsprechend der hohen Aktivierungsenergie, die für Protein-
denaturierungen charakteristisch ist (13), ist auch eine entsprechend
große Entropieänderung zu erwarten. — Durch Einsetzen in die
Gibbs-Helmholtzsche Gleichung H = AF + AST und aus
ZlH = E— RT läßt sich die Entropiezunahme AS für die Denatu-
rierung berechnen. In der untenstehenden Tabelle sind die thermo-
dynamischen Daten zusammengefaßt.
Einfluß des pH- Wertes auf die Molekülgröße
B JP-R wurde in verschiedenen Pufferlösungen von pH 2
bis pH 12 gelöst und bei einer lonenstärke von 0,1 in der
Ultrazentrifuge untersucht. Wie aus der Abbildung 8 er-
sichtlich ist, steigt bei pH- Werten unter 4 und über 8 die
Sedimentationskonstante von 3,61 s auf 3,75 s, also um
4% an. Bei pH- Werten unter 2,5 wurden die Gradienten
sehr breit; außerdem trat eine zweite schnellere Fraktion,
entsprechend der etwa vierfachen Molekülgröße (7,5 bis
8 s) auf. Auf der alkalischen Seite fiel die Sedimentations-
konstante bei pH- Werten über 10 ab. Die gestrichelte
Kurve der Abbildung 8 zeigt die Abhängigkeit der
Sedimentationskonstanten vom pH- Wert bei einer lonen-
stärke unter 0,01. Die Abnahme der Sedimentationskon-
stanten bei pH-Werten unter 4 bzw. über 9 könnte bei
geringen lonenstärken nur auf einen Ladungseffekt zu-
rückzuführen sein. Dieser führt zu einer Abnahme der
Sedimentationsgeschwindigkeit. Ob neben diesem La-
dungseffekt auch eine Dissoziation eintritt, konnte auf
diese Art nicht geklärt werden.























A H = E— RT
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Abb. 8
Änderung der Sedimcntationskonstantc des BJP-R mit dem
pH-Wert;
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Abb. 9
Gclfiltration des BJP-R auf einer Sephadex G 75 Säule.
— : 0,1 N Essigsäure; : 0,1 N Essigsäure 0,1 N an
Natriumchlorid oder Acetatpuflcr pH -- 4,6; ionenstärke -= 0,1
Auch bei der Gclfiltration auf Sephadex G 75 mit 0,1 N
Essigsäure konnte ein gegenüber der Lösung mit höherer
Ioncnstärke verzögertes Austreten aus der Säule be-
obachtet werden (Abb. 9). Die gestrichelte Linie der
Abbildung 9 zeigt die Elution von BJP-R mit einem
Acctatpuflfer pH 4,6, = 0,1 oder mit 0,1 N Essigsäure
bei Zusatz von Natriumchlorid. Die Elution mit 0,1 N
Essigsäure (ausgezogene Kurve) ist verzögert und zeigt
einen asymmetrischen Verlauf. Demnach ist auch hier
entweder ein Brcmscffekt vorhanden oder eine Spaltung
bei pH-Werten unter 4 und über 9 nur bei geringer
Ionenstärke anzunehmen.
Die Versuche bringen keinen schlüssigen Beweis, daß
das BJP-R bei loncnstärken « 0,01 unterhalb von
pH 4 und über pH 9 in Bruchstücke gespalten wird.
Dennoch kommt es zu einer Veränderung, die man als
Denaturierung bezeichnen muß: Werden die klaren
Lösungen durch Zusatz von Puffer rasch auf den iso-
clektrischcn Punkt gebracht, so kommt es zur Koagu-
lation. Bringt man die Lösungen jedoch langsam, z. B.
durch Dialyse, auf den isoelektrischen Punkt, so bleibt
der Eiweißkörper in Lösung.
Einfluß des Erhüben* auf die Molekillgröße
Wurde eine 1-proz. Lösung von BJP-R in einem 0,005 M
Phosphatpuffcr pH 6,8 auf 80° bzw. 100° erhitzt, so er-
folgte nur eine Dcnaturicrung aber keine Fällung. Unter-
suchte man die abgekühlte Lösung in der Ultrazcntrifuge,
so fand man bei der auf 80° erhitzten Lösung einen
symmetrischen Proteingradienten mit einer Sedimcn-
tationskonstantcn von 3,75s. Die auf 100° erhitzte
Lösung zeigte zwei Gradienten: einen mit 3,75s und
einen mit 15s.
Wurde die auf 100° erhitzte und abgekühlte Lösung mit
Acetatpuffcr rasch auf den pH-Wert 4,6 gebracht, so fiel
der Großteil des Proteins aus. Der in Lösung gebliebene
Teil des Proteins zeigte in der Ultrazentrifuge eine Sedi-
mentationskonstante von 3,72 s. Dialysierte man das bei
60° und einem pH-Wert von 4,6 gefällte Protein gegen
Puffer, deren pH-Werte kleiner als 4 oder größer als 6
waren, so löste sich das koagulicrtc Eiweiß vollständig
auf. Wenn man die klare Lösung durch Dialyse langsam
auf den pH-Wert des isoelektrischcn Punktes (pH 4, 6)
brachte, so blieb das Protein fast vollständig in Lösung.
In der Ultrazcntrifuge zeigte diese Lösung einen einheit-
lichen, symmetrischen Gradienten mit einer Scdimcn-
tationskonstante von 3,79 s.
Eigenschaften des „renaturierten" BJP-R
Das hier untersuchte BJP-R, welches mich einer der oben
genannten Methoden mit oder ohne Fällung denaturiert
und beim isoelektrischcn Punkt wieder in Lösung ge-
bracht wurde, war papicrclcktrophoretisch und bei der
Chromatographie einheitlich. Es zeigte das gleiche
thermische Verhalten wie das ursprüngliche Protein und
die gleiche Präzipitationskurvc in Abhängigkeit von
pH-Wert und Temperatur. Nur die Sedimcntations-
konstantc in 1-proz. Lösung s^ =» 3,75 s und die
Diffusionskonstante D20 » 7,42-10 ~7 cm^/Sek. waren
um rund 3,5% von den Werten des nativen BJP-R ver-
schieden. Da durch die Denaturierung das partielle
spezifische Volumen nicht verändert wurde (V20 =
0,735), muß eine Zunahme des Molekulargewichtes von
43100 auf 46500 angenommen werden. Diese Erhöhung
ist wahrscheinlich auf einen geringen Anteil von Molc-
külaggregaten zurückzuführen.
Bestimmung der Ladungsqahl des BJP-R
Die in Abbildung 10 gebrachte Kurve zeigt die durch
Titration mit 0,1 N Salzsäure ermittelte Ladungszahl/
Molekül in Abhängigkeit vom pH-Wert. Die Ladungs-
zahl wurde auf den isoelektrischcn Punkt (pH 4,6) als
Nullpunkt bezogen. Bei den pH-Werten 4 und 6, bei
denen das BJP-R nicht mehr gefällt wurde, lag die gleiche
Anzahl von Ladungen, nämlich +7 bzw. —7 vor. Bei
etwa 6 gleichnamigen Ladungen wurde bei 60° nur die
halbe Protcinmenge gefällt. Die abstoßenden Kräfte
dieser 6 Ladungen stehen also im Gleichgewicht mit den
Bindungskräften, welche das Eiwcißmolekül im
Niedcrschlag zusammenhalten.
Behandelt man das BJP-MolcküJ als Kugel, über deren Oberfläche
die Ladungen gleichmäßig verteilt sind, so kann die freie elektrische
Energie F der geladenen Kugel in einem Lösungsmittel der Di-
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Abb. 10
Ladungszahl des BJP-R in Abhängigkeit vom pH-Wert;
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Abb. 11
Prozent gefälltes Ovalbumin in Abhängigkeit von der Temperatur
(pH = 4,6; Standardbedingungen)
elektrizitätskonstante D und der lonenstärke nach SCATCHARD
(14) berechnet werden:
N z2 e2 l K ]
F = TD~ i~b~~ i + Ka J
= 6,02·1023; e = 4,8 · -10 e. stat. E.; K = 0,329 - 10* ;
= lonenstärke = 0,1; D = Dielektrizitätskonstante;fürH2O:D
= 81; z = Ladungszahl = 6; b = Radius des Proteins: für BJP-R
23,3 · 10-8.
Diese Formel ergibt für die freie elektrische Energie des
BJP-R-Moleküls den Wert F = 4,55 · 1030 erg = 1100
cal. Diese Energie entspricht der mittleren kinetischen
Energie E der Moleküle bei 100° (1120 cal.).
Löslicbkeit des Ovalbnmim bei Temperaturen über 100°
Die Abbildung 11 zeigt die Löslichkeit des Ovalbumins,
welche mit der eingangs beschriebenen Methode in
einem geschlossenen, mit einer Fritte versehenen Röhr-
chen ermittelt wurde. Die Fällung wurde unter Standard-
bedingungen bei pH 4,6 durchgeführt. Zu Vergleichs-
zwecken wurden die von BERNIER und PUTNAM (15)
beschriebenen Versuche über die Löslichkeit von Pro-
teinen bei Temperaturen über 100° in einem Schmelz-
punktsröhrchen wiederholt. Die Temperatur wurde da-
bei um 1° pro Minute gesteigert. Unter diesen Bedingun-
gen löst sich das BJP-R bei 107° und das Ovalbumin bei
170° vollständig auf.
Diskussion
Die Ergebnisse sprechen dafür, daß sich das BJP-R be-
züglich der Hitzefällung und der Hitzelöslichkeit nicht
prinzipiell, sondern nur graduell von anderen Proteinen
unterscheidet. Reaktionskinetische Untersuchungen der
Denaturierung und Fällung in der Hitze zeigen eine
Übereinstimmung mit den bisher untersuchten tierischen
Proteinen. Nur das Eintreten der Fällung bei relativ
niedrigen Temperaturen — etwa über 50° — und die sich
zwar langsam einstellende, aber deutliche Reversibilität
der Hitzepräzipitation sind, verglichen mit anderen Ei-
weißkörpern des Serums, als Besonderheit hervor-
zuheben. Die exakte Übereinstimmung zwischen der be-
rechneten freien elektrischen Energie des BJP-R-Mole-
küls und der mittleren kinetischen Energie des Moleküls
bei 100° muß in Anbetracht der der Berechnung zu-
grunde liegenden Vereinfachung als Zufall ge wertet
werden. Die Berechnung sollte nur einen Anhaltspunkt
über die Bindungskräfte zwischen den Molekülen des
Koagulates geben und die Frage klären, ob die thermische
Energie der Moleküle bei Temperaturen um 100° in die-
selbe Größenordnung fällt.
Beim BJP-R konnte weder nach dem Erhitzen noch bei
pH-Werten zwischen 2 und 10 außerhalb des isoelektri-
schen Punktes und einer lonenstärke von 0,1 eine
Dissoziation nachgewiesen werden. Der bei pH-Werten
> 10 auftretende Zerfall könnte bereits die Folge einer„
hydrolytischen Spaltung sein, die bei so hohen pH-
Werten nicht ausgeschlossen werden kann. Bei einer
lonenstärke von 0,01 nimmt die Sedimentationskon-
stante bei pH <4 und >9 stark ab, was aber auch aus-
schließlich die Folge eines Lädungseffektes sein kann.
Dieser Ladungseffekt, der bei pH-Werten außerhalb des
isoelektrischen Punktes und geringer lonenstärke auf-
tritt, führt bei unveränderter Molekülgröße zu einer Ver-
kleinerung der Sedimentationskonstante. Der Versuch,
eine Dissoziation bei geringer lonenstärke durch Gel-
filtration auf Sephadex G 15 sicher nachzuweisen, ist
nicht gelungen. Eluiert man mit einem Lösungsmittel
pH 3, = 0,1, so tritt die Proteinfraktion an derselben
Stelle aus wie bei der Elution mit Acetatpuffer pH 4,6,
= 0,1. Bei geringer lonenstärke ( = 0,01) und pH 3
„ beobachtet man einen verzögerten Austritt der Protein-
fraktion. Die Elutionskurve zeigt einen asymmetrischen
Verlauf. Das verzögerte Austreten der Proteinfraktion
kann auch in diesem Falle durch einen Ladungseffekt
bedingt sein. Eine Dissoziation bei geringer lonenstärke
und pH-Wer ten <4 und >9 konnte demnach nicht mit
Sicherheit ausgeschlossen oder nachgewiesen werden.
Beim BJP-R kann eine leichte Dissoziation nicht als Er-
klärung für die Hitzelöslichkeit bei Temperaturen über
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90° und einer lonenstärke von 0,1 herangezogen werden.
Die Auflösung des Hitzekoagulates beruht im Falle
dieses BJP auf einer Kompensation der intermolekukren
Bindungskräfte im Koagulat durch die thermische Ener-
gie der Moleküle. Diese Erklärung der Hitzelöslichkeit
ließ vermuten, daß die Auflösung von Hitzefällungen bei
Temperaturen über 90° nicht auf BJP beschränkt ist,
sondern allgemein bei Proteinen beobachtet werden kann
und lediglich in Abhängigkeit von Molekülgröße und
-Struktur bei mehr oder minder hohen Temperaturen
eintritt. Die Versuche mit Ovalbumin und die Unter-
suchungen von PUTNAM bestätigen dies. Da Ovalbumin
und viele andere Proteine zwar in der Hitze löslich sind,
jedoch meist nicht dissoziieren, ist die Dissoziation der
BJP zur Erklärung der Hitzelöslichkeit nicht eine not-
wendige Voraussetzung.
Die leichte „Renaturierbarkeit" des BJP-R ist einer
näheren Untersuchung wert. Es hat sich gezeigt, daß das
durch Hitze oder durch extreme pH-Werte denaturierte
BJP-R anscheinend seine ursprüngliche Molekülform
annimmt, wenn es langsam in die Nähe des isoelektri-
schen Punktes gebracht wird oder bei diesem pH-Wert
länger stehengelassen wird.
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Der Einfluß von Setumfraktionen auf die Fettsäuresynthese
II. Mitteilung: Arbeitsweise für in-vitro-Untersucbungen mit dem löslichen En^jmsjstem der Hühnerleber1}
Von D. EBERHAGEN und W. SEITZ
Technische Mitarbeit B. WITTMANN
Aus der Medizinischen Poliklinik der Universität München (Direktor: Prof. Dr. W. Seit%)
(Eingegangen am 28. Februar 1966)
Es wird eine vereinfachte Arbeitsweise zur Gewinnung des extramitochondrialen, fettsäuresynthetisierenden
Hühnerleberenzymsystems als stabiles Trockenpräparat und zur Bestimmung seiner Aktivität beschrieben. Auf diese
Weise wurden die mit Hilfe der präparativen trägerfreien Elektrophorese gewonnenen Fraktionen eines Normal-
serums und eines Diabetikerserums auf ihre Beeinflussung des Enzymsystems hin untersucht. Es fanden sich eine
den 14C-Einbau aus Acetat in langkettige Fettsäuren fördernde und mehrere hemmende Fraktionen. Die Ergebnisse
wurden mit Versuchen verglichen, die mit dem entsprechenden Enzymsystem der Taubenleber durchgeführt
wurden.
A simplified method is reported for isolating and determining the activity of a stable dry preparation of the extra-
mitochondrial, fatty acid^synthetising cjiicken liver enzyme system. Fractions obtained by preparative carrier-free
electrophoresis from normal and diabetic serum were tested for their influence on the enzyme system. The in-
corporation of 14Oacetate into long chain fatty acids was stimulated by one fraction and inhibited by several others.
The results are compared with those obtained with the corresponding enzyme system from pigeon liver.
In einer vorausgehenden Arbeit (1) war über die in-
vitro-Beeinflussung des langkettige Fettsäuren aus
Acetat de novo synthetisierenden extramitochondrialen
Enzymsystems der Taubenleber durch verschiedene
elektrophoretisch gewonnene Blutserumfraktionen be-
richtet worden. Bei diesen Untersuchungen hatte sich im
Serum gesunder Personen eine nichtdialysierbare, im
elektrischen Feld rasch anodenwärts wandernde Substanz
*) Die Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft unterstützt..
gefunden, die eine ausgeprägte stimulierende Wirkung
auf die Fettsäuresynthese besaß und wahrscheinlich
phosphorhaltig war. Weiterhin ließen sich zwei Fraktio-
nen mit einer Hemmwirkung auf den 14C-Einbau in die
langkettigen Fettsäuren nachweisen. Ihre elektro-
phoretischen Wanderungsgeschwindigkeiten lagen
zwischen denen der Präalbumine und der Albumine. In
den Seren von Diabetikern wurde zusätzlich noch eine
Fraktion ermittelt, die im elektrischen Feld noch stärker
als die synthesefördernde Substanz abgelenkt wurde und
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